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好銀性核小体形成部位(arg yrophilic n u cle olar orga niz er r egio n s, AgN O Rs) の 大きさ と数は , リボ ソ ー ム D N Aの 転写
活性, ひ い て は細胞増殖能を反映す る こ と が知 られ て い る . 一 方 , ヌ ク レオ リ ソ は分子量100, 00の リ ソ 酸化蛋白で , 対数増殖
期細胞の 核小体蛋白 の 中 で最も豊富 に 存在す る蛋白 で あり , さ らに AgNO Rs 染色法で 染色され る核小体形成部位(n u cle olar
orga niz er r egio n s, N O Rs) 関連蛋白の 大部分を占め る核小体蛋白 でぁる . そ こ で , 本研究では , 複数の 蛋白 の 変化に よ りそ の 大
き さや数が 変化す る と考え られ る AgN O Rs と 同時 に , 単 一 の 蛋白で ある ヌ ク レ オ リ ソ の 発現の 有無を観察 し , 両者を 比較す
る こ と に よ り, 細胞 の 増殖能 を よ り詳細に と ら え られ な い か 検討を行 っ た . 先ず ヌ ク レ オ リ ソ の 観察の た め に 新た に 抗 ヌ ク レ
オリ ン ボリ ク ロ ー ナ ル 抗体を作製 した . 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体は , 大腸菌 に 発現さ せ た ヌ ク レ オ リ ン 分子の カ ル ポキ シ ル 末端 の
分子量24,000の ペ プ チ ドを 抗原 と し, 日本 白色在来種 ウ サ ギ に 免疫 して 作製 した . ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド(dim ethy
s ulfo xide
,
D M S O) で H L 60細胞 を処理 し, 細胞 の 分化に ともな う ヌ ク レ オ リ ソ の 発現の 変化を観察す るた め に , 本抗体を 用い
て ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法と 免疫組織化学的染色に よ り検討 した . ま た , 臨床的検討 と して 非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫患者 リ ン パ 節細
胞に おけ る , 核 内の AgNO Rs 数 と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胞百分率 を比較検討 した . D M S Oで 処理 L た H L 60細胞は成熟顆粒球
ま で 分化 した . ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で ほ , D M S Oで未処理 の H L6 0細胞 では 分子量100, 00付近に ヌ ク レオ リ ン の 発現を 認
めた が , 処 理 した細胞 で ほ み られ なか っ た . 免疫蔽織化学的染色 で は , 未処理 の H L 60細胞で は核内に 塊状 に 陽性 と な っ た
が , 処理 した 細胞 で は小 さな 点と して染色 され た . さ らに , 20例の 非ホ ジキ ン リ ン パ 腫患者の リ ン パ 節細胞の ヌ ク レオ リ ン 陽
性細胞の 百 分率と AgN O Rs の 数に つ い て の 比較 を行 っ た と こ ろ , こ の 両者間 に 相関関係(r = OAO, p = 0.07) を認め た . また ,
AgN O Rs 数と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胸率の そ れぞれ の 平均値(AgN O Rs, 2.83; ヌ ク レ オ リ ン , 27.7%)で 4 つ の グ ル ー プに 分け る
と , AgN O Rs 数 と ヌ ク レ オ リ ン 陽性率が と もに 高値 で最も増殖活性 が高い と 考え られ る グ ル ー プ と , AgN O Rs 数 と ヌ ク レ オ
リ ン 陽性率が と もに 低値 で 最も増殖活性が低い と 考え られ る グ ル ー プ で , 予後が 良い 傾向が認め られ た . こ れ ら の 結果よ り ,
ヌ ク レオ リ ン は 分化に よ りそ の 発現は減少 し , AgN O Rs と同様に 非ホ ジ キ ン リ ン パ 腫に お い て , そ の 増殖能を反映する よ い 指
標で ある と考 え られ た .
Key w ords nucle olin, a rg yrOphilic n ucle ola r o rganize r reglOnS, n O n-Hodgkin
'
s lym pho m a
核小体形成部位(n u cle olar orga niz er regio n s, N O Rs)は , リ ボ
ソ ー ム R N A遺伝子を コ ー ドす る 一 連 の D N A配列である . い
く つ か の 非 ヒ ス ト ン リ ン 酸化蛋白 が こ の 部位に 結合す る こ と が
知られ て い るが , それ ら の 蛋白 が 好銀性 を有 して い る こ と よ
り, Goodpa stu r eら
l)に よ り開発され , さ らに Ho w ellら
2)に よ
り改良され た 銀染色法 を用い て 容 易に 観察 で きる よ う に な り,
好銀性核小体形成部位(arg yr ophilic N O Rs, AgN O Rs)と称 され
てい る . これ らの 好銀性 の 非 ヒ ス ト ン リ ソ 酸化蛋白は N O Rs 関
連蛋白と絵称 され る が , ヌ マ ト リ ン (B 23蛋白)や ヌ ク レ オ リ ン
(C23蛋白), R NA ポ リメ ラ ー ゼ I お よ び他 の 未知の 蛋白 に より
構成され て い る3 卜8). N O Rs は ヒ ト で ほ13, 14, 15, 21お よび22
番 の 染色体の 中心 先端部 に 位置 して お り , 活性化 さ れ た リ ボ
ソ ー ム R N A遺伝子 の み が こ の 銀染色 で 陽性 と な るgト11). こ の
よ う に AgN O Rs の 大き さや 数は リ ボ ソ ー ム D N Aの 転写括惟
や , 細胞増殖あるい ほ蛋白合成能を反映す る と考 え られ て い
る . 様 々 な 細 胞 生物学的 , 臨 床 医学的 研究 に お い て ,
AgN O Rs が 細胞の 活動性の 鋭敏な指標と な る こ と が 次第 に 明
らか に な っ て きた12 ト 】5). さ ら に , 非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫 (No n-
Hodgkin
'
slym pho m a, N H L)で の 】 低悪性度群よ りも高悪性度
群で 核内の AgN O Rs の 点(dot)の 数 が多か っ たと の 報告
一6)
をほ
じめ と して , 様 々 な 悪性腫瘍に つ い て 良, 悪性の 判定の みな ら
ず , 悪性度を 推定する 上 で の AgN O Rs 染色の 有用性が検討さ
平成8年9月19 日受付 , 平成 8年10年9 日受理
A bbreviatio ns :A P A A P, alkalin e phosphata se a nti- alkalin e phosphatase; AgN O Rs, arg yrOphilic n ucle olar
Organizer regio n s; B S A, bo vine s e r u m albu min; D M S O, dim ethyl sulfo xide; E. c oli, Escherichia coli; N H L,
n o n- Hodgkin
'
s lym pho ma; N O Rs, nuCleolar orgamiz er r egio n s; R T-P C R, r e V e rS etran SCriptaseP C R; TBS,
Tris-buffered s aline
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れ て きて い る .
ヌ ク レ オ リ ソ は 分子量100, 00の リ ン 酸化蛋白 で , 対数増殖
期細胞 の 核小体中に 最も豊富に 存在す る NO Rs 関連
'
蛋白 の 一
つ で ある . ヌ ク レ オ リ ン の 生物活性 ほ完全に は解明 され て い な
い が , 細胞質と核 の 間を往復 し, 物質 の 輸送ある い は情報を伝
達す る シ ャ トル 蛋 白の 一 つ と して 知 られて い るl
T)
. さ ら に , ヌ
ク レ オ リ ン は 特異的な蛋白分解を経 て活性化さ れ , また , リ ボ
ソ ー ム D N Aの 非 転写 ス ペ ー サ ー や核小体内の 合成 されて間も
ない リ ボ ソ ー ム RNA に 結合する と い う報告もある1 8卜 20) . ヌ ク
レ オ リ ソ の 細胞内の 局在ほ さ まざ まな動物種の 培養細胞 で免疫
蛍光法 を用い て 検 討 され て い るが21), 腫瘍観織 と正 常鼠織 に お
ける ヌ ク レオ リ ソ の 発現の 違い に つ い て の 研究は未 だ な され て
い ない .
AgN O鱒S は複数 の N O Rs 関連蛋白が好銀性 を示すた め に 染
色 され るもの で , 言い 換えれば, 複数 の 蛋白に よ り影響 を受け
て い る . した が っ て , そ の 数や 大きさ は複数の 蛋白の 変化 に 応
じて 変わ るもの で あ り, 必ず しも 一 つ の 決 ま っ た変 化を示 して
い るもの で は ない . 本研究 で ほ ▲ AgN ORs と ヌ ク レ オ リ ソ 発現
を 比較す る こ と に よ り , 複 数 の 要 因 に よ っ て 左 右 され る
AgN O Rs の 変化 を よ り正 確に解析 で き , ひ い て は細 胞 の 増殖
能を推定す る こ と が 可 能で はな い か と 考え , 新た に 抗 ヌ ク レ オ
リ ン 抗体を 作製 し検討 した . 先ず作製 した 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体
が 正 しく ヌ ク レ オ リ ン の 発現を 反映 して い るの か 否か を検証す
ると とも に , AgN O Rs と相関を有 して い る か 否か を 知 る た め
に , 培養細胞を 用 い て 基礎的 に 検討 した . さ ら に , N H L患者リ
ン パ 節細胞 を用 い て AgN O Rs と ス ク レ オ リ ソ の 関係を 臨床的
に 検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ , 抗体 の作製
ウサ ギ抗 ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ ク ロ ー ナ ル 抗体は 下記の 方法
で 作製 した . ヒ ト白血 病細胞 の 培養細胞 で ある H L 60細胞 よ
り , チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン 法22)で 調製 した R N Aと ヒ ト ヌ ク
レ オリ ン CD N Aの エ ピ ト ー プ 部分23)を 含む 3
1
側 の617塩基対を
ほ さむプ ライ マ ー を 使用 し( 図1), 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖
1 6Zl†GG 舶 訂AT 打 払G 仙 Gミ仙 m m T⊂ 仙 m ⊂⊂⊂( AG 仙⊂〔 仙 TGG 〔仙 丁口
Prtm e rl
1681 AAAGG TATG〔AT T AT GAG m Gm CA T〔GAAGA〔G 〔TAAAGA AG〔 TT TAAAIT C 〔
1 741 TGTAA TAAAA G GGAAAIT GA GGG( AGAG〔A AT〔AGG(TGG A m G 亡A AGG A〔C〔AGGGG A
1 8◎1 T〔A〔〔TAATGC 〔AGAAG〔〔A G〔C AT〔〔AAA A(T〔T m G T〔AAu4GG〔〔T G T( TGAGGA T
1 861 A〔〔ACTGAAG A GA〔ATT AAA GGA GT〔ATTT G A〔GG〔T〔(G l
,
〔G G AAG G ATA m A〔T
1921 G A(〔GG GAAA 〔TGGGT(〔T〔 〔AA AGG m G 引丁丁柑TAG Am 〔AA〔AGTGAGGAGG AT
1981 G〔〔AAGAGG 〔〔ATGG AAGA 〔GG TG AAATT G ATGGAAAT A AA m A〔 m G GA(TGGG〔〔
Z 錮1 A AA〔CTAAGG G TGAAG GTGG m(G GT 〔G TGGTGGAG G〔AGAGG 〔GG m GG AG A
21◎1 〔GA GTGGTGGTAGAG GAGG 〔〔G A〔GAGA TTGGTGG〔A GAGG〔〔GGGG AGG〔T T GGA
Z161 G GG 〔GAGGAG Gm 〔〔GÅ G AGG (ÅGAGGA GGAGGAGG TG Å〔〔A〔AÅG〔〔 A〔AAGG AAAG
● 一
2221 AAGA〔GAAGT TTGA ATAG〔T T亡TGTC〔CT〔 TG〔m 〔(〔T TIT ⊂CATTTG AAAGAAA GGA
I
Fig,1, 01igo nucleotide prim ersfor P C Ra mplific atio n a nd
their lo c atio n in the hu m an :n u Cle oun cD N A. Arro w s
indic ate their lo c atio n s and dire ction s of D N Asynthe sis





反応(r e v e rs etr a n s cripta s eP C R, R T-P C R)で ヒ ト ヌ ク レオ リ ン
CD N Aの 3
'
側 の617塩基対 の オ ワ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 得 , さ らに
P CR で 増幅 した . さ ら に , こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 十分量
得 るた め に , pT Z1 9 R[ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安 田
秀世元助教授 よ り供与 さ れ た] に 挿 入 し増幅 した の ち ,
pE T-3c ベ ク タ ー [ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安 田秀世
元助教授 よ り供与 され た] のβα m Hl(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 宮山)
切断点に挿入 し , さ らに 大腸菌 (且∫C九g rf亡んfα C O払 方. c o埼 の
BL 21(D E 3) 株 [ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安田秀世元
助教授 よ り供与 され た] に 形質導入 した (図2). 形質導入 され
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが本当に ヌ ク レオ リ ン の 3
'
側の 617塩基
対で ある か は , Sa nger ら に よ っ て 開発 さ れ た ダ イ デ オ キ シ
法
24} に よ る D N Aシ ー ク エ ン ス を行 っ て 確認 した . cD N A ほ,
あらか じめ pT Z 19 R中で 増幅 した もの を用 い , T 7D N Aポ リ メ
ラ ー ゼ (Sequ e n a s eVer 2.0, United State Bio chemical
Corpor atio n, Cle v ela nd, U S A)を 使用 した . シ ー ク エ ン ス ゲ ル
は 6 % の ポ リア ク リ ル ア ミ ド/尿素 ゲ ル (ア ク リ ル ア ミ ド/N,
N
'
-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド, 1 9:1)を使用 した . ヌ ク レオ
リ ン の617塩基対の CD N A が挿入 され た ベ ク タ ー pE T 3cl を導
入 した E. c oli B L 21(D E3) 株に , 目的の 蛋白を大量 に 発現させ
βa劇1
CD N A f｢ ag鵬 nt
′CD 岨 f｢ agm 8 nt
PE ト3cl
Tra n sfo ct
B L21(DE3)
Fig■2･ Clo ning of the cD N A fr agm e nt that c ode sforthe
epitope-C O ntaining r egio n of n u cleolin . Tr a n slatio n v e ctor
pE TN3c c o ntain s the T 7pr om oter(射0), the ge n elO
tr a n slatio n sta rt(slO), a nd tran sc riptio n te r min ator(T¢)
Which ar ein s erted in the Ba mH Isite of pB R 322. A 617
bas epair 3
'
-Ba mH l fr agm e nt of n u cle olin cD N A fr o m
hu m a nle ukemia c ell lin e H L 60n u cle olin c oding forthe
epitope-C O ntaining r egio nis subclo n ed at the Ba mHIsite
Of the pE T-3c v e cto r. T he r es ulting pE T-3cI clo n eis
u s ed to tr a n sfe ct Esc磁richia coli(E. c oli) strain B L21
(D E 3)･ A llclo ning m ethods ar edo n eacc ord ing to the
m ethod of Maniatis et al. 22).
ヌ ク レ オ リ ン 発現と AgN O Rs の 関連性
るた め に , 50FLg/ml の ア ン ピ シ リ ン を 加え た L B培地 い リ ブ
ト ン (Difc olabor atories, Detroit, U S A)10g/l, 酵 母 エ キ ス
(Difc olabor atories)5g/1, NaC1 1 0g/1] 中で3 7 ℃で培養 した ･
600n m に おけ る吸光度(O D600) で 0.5 - 0.7 に 達 した 時点 で
1m M イソ プ ロ ピ ル チ フトβ-D-ガ ラ ク ト シ ッ ドを加 えて 蛋白合成
を議等 し, さら に 3時間培養 を継続 した . そ の 後 , 且 coJi を遠
心分離 し, 溶解緩衝液
25)で溶解 した . 且 c oJgの 菌体内で 合成 さ
れた蛋白は封入体と な っ てお り不溶性 であるた め に , 遠心 分離
後2 M尿素で 可溶性 に し
26)さ らに 0･2 M Tris-H Cl(pH 8･2)/0･5 M
NaClの 緩衝液 で t 透析膜を 用い て , 尿素 の 濃度 と 透析時間を
それ ぞれ 6 M で 2時間 , 3 M で1 6時間, さ らに 1.5 M で 3時間
と変えて , 順 に 透析 した . 精製 された 蛋白 は ヌ ク レ オ リ ソ の カ
ル ポキ シ ル 末端の 分子量24,000の ペ プ チ ドで ある . 80恥1 の 精
製蛋白溶液 と同量 の 完全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト (c ornplete
Fre u nd
'
s adju v a nt) (Difco Laborato rie s) を 混 合 し , 体 重
2.5kg の オ ス の 日 本白色在来種ウ サ ギ (北陸実験動物, 金沢)4
匹の 背部に , 第 1 日 目 と第15 日 目に 一 匹に つ き 40恥1ず つ 皮下
注射した . そ の1 4 日後 に , 抗原を接種 した ウ サ ギ の 耳介部の 静
賂よ り注射針を 用 い て採血 した . さ らに 且 c ogfで 合成され た
蛋白溶液を 50m M Tris- H Cl(pH 7.4)/6 M 尿素/10m M β- メ ル カ
プ ト ニ タ ノ ー ル/0.01 % Briji 35/0.5 M NaClの 緩衝液で満た した
モ ノ S(P har m acia, L K B Biote chn olog y, Up ps ala, Sw ede n) カ
ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り精 製 した蛋白溶液を , 同量の 非
完全フ ロ イ ン ドア ジ ュ バ ン ト (Fre u nd
'
s in co mplete adju v a nt)
(Difc oLaboratorie s)に 混合 し , 補助追加免疫 と して 2回目の 抗
原接種よ り35 日後に , 一 匹に つ き 300〟1ず つ 皮下注射 した . そ
の 7 日後よ り採血 を 開始 し, 血 清分離後 に 最終濃度が 0.01% と
なる ように ア ジ化ナ トリ ウ ム を 加え保存 した . こ の よ う に して
得た血 清に つ い て , 且 c oJJ が発現 した 蛋白 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り精製 しウ サ ギを 免疫す る の に 使用 した蛋白溶液
を 12.5 %ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に 電気泳動 し, ウ サ ギ よ り得
a b
Fig･3･ We sternblot a n alysis ofthe protein sprodu c ed by
E ･ C Oli harbo u ring pE T-3cl(1a n e a)a nd n u cle arprotein of
H L 60 c ells (la n eb). T he arrow show s n u cle olin. T he
Otherpo sitiv eba nds ar edue to n o n- SpeCific rea ctio n.
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られ た血 清を 一 次抗体と し下記の 要領で ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト を
行い
125トプ ロ テ ィ ソ A (ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京) を 用 い て
オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ ー を行 っ た (図3).
Ⅱ
.
H L60 細胞 の 分化誘導 および ヌ ク レオ リ ン の 発現 と
AgN O Rs 染色
1 . H L60細胞 の 分化誘導と核蛋白分離
H L 60細胞と 1 00I U/ml の ペ ニ シ リ ン (Gibc oBRL Laborat-
Ories】 Gra nd Isla nd, U S A), 100pg/ml の ス ト レ プ ト マ イ シ ソ
(Gibco B R L Labor atorie s) を 加 え た , 1 0 % ウシ 胎 仔 血 清
(Gibc oB R L Laboratories)入 の R P M I1640培養液(Gibc oB R L
Labo ratories) 中で 5 % C O2下 , 37 ℃ で 1.25 %(Ⅴ/V)の ジ メ チ ル
ス ル フ ォ キサ イ ド(dim ethly sulfo xide, DMS O) (和光純薬, 大
阪)の 存在下 と非存在下(コ ン ト ロ ー ル) で72時間培養 し, 分化
を誘導 した . 次 に 培養液を15 00回転/分で10分間遠心 し , 細胞
を 分離 し, RP M I1640 培養液で細胞数を 1×10
7
に 調節 した . 細
胞核 を分離するた め に , H L60 細胞の 細胞数を調節 した培養液
に 10m M Tris-H Cl(pH 7A)/3m M MgCl2/1m M フ ェ ニ ル メ チ ル
ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ ド(Sigm a Chemic al Co ., St. Lo uise,
U S A) の 播液を 加え , 4 ℃で1 0分間細胞 を溶解 さ せ , さ らに
1 0 %の ノ ニ デ ッ ト P 40(Sigm a Chemical Co.) を 最終濃度が
0.1 % とな る ように 加え , 完全に 溶解 させ た . 混合液を1500 回転
/分 で10分間遠 心 し , 上 清を 捨 て , 沈 殿 物 な そ の 10倍量 の
1 0mM Tris- H Cl(pH 7.4)/3m M MgC12(緩衝液A)で 溶解 した . 次
に1 500 回転ノ分 で10分間遠心 し, 沈殿物 の10倍量の 緩衝液A で
溶解した の ち ∴溶液 を超音波 で60秒間, 3 回処理 した . これに
0.0625 M-T fis-H Cl(pH 6.8), 2 % S D S,1 0 %グリ セ ロ ー ル , 5 %β- メ
ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル に 染色用と して 0.001 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル
ブル ー を加え た La e m mli緩衝液を加 え , 100 ℃ で90秒間煮沸 し
た .
2 . 抗 ヒ ト ヌ ク レ オリ ソ 抗体に よ る ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法
上 記の 試料を Lae m mliの 方法27)に 従い 0,1 % S D S加 7.5 % ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に の せ , 40m A で90分間電気泳動 し, 次
に 1 00m A の 一 定電流下, 20 Vで45分間, Im m obilo nP V D F転
写膜 (M iuipor e, Bedfo rd, U S A) へ 転写 した . 蛋白が転写され た
膜を 5 % の ス キ ム ミ ル ク を含 む 0.02 Mの ト リ ス 緩衝液 (Tris
buffered s alin e, T B S) (pH 7.4)で ブ ロ ッ ク し, 5 %ス キ ム ミ ル
ク 加 0.02 M T B S(pH 7.4)で100倍に 希釈 した ウ サ ギ抗 ヒ ト ヌ ク
レオ リ ン 抗体と 室温 で 一 晩反応さ せ た . 過剰な 抗体は 1 %ス キ
ム ミ ル ク加 0.02 M T B S(pH 7.4) で 5分間の 洗浄 を 3回行 う こ
と で 除去した . 抗体 の 結合した膜 を , ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ の 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG (BioqRad Lab,,
Richm o nd, U S A) と室温で 2時間反応 さ せ た . 発 色は 4-ク ロ
P
-1ナ フ ト ー ル と過酸化水素で行 う発色キ ッ ト (Bio-Rad Lab.)
で行 っ た . さ らに , 他の 核蛋白の 変化も観察する ため に , 上 記
の 方法で 電気泳動 した ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲル を ク マ シ ー プ リ
リ ア ン トブル ー R250(半井∴京都)で染色 した . 泳動 させ た蛋白
の 分子量は高分子量標準 マ ー カ ー (Bio- Rad Lab.) と比 較 し
た .
3 . AgN O Rs 染色お よび ヌ ク レ オリ ン の 免疫鼠織化学的染
色
上記の ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法に使用 した も の と 同 じ D叫S O
処理 , 未処理 の それ ぞれ の 細胞に つ い て , サ イ ト 不 ピ ン 標本を
3蔽作製 した . 1阻 目は D M SO に よ る H L 60細胞の 成熟額粒
球 へ の 分化 を形態学的に確認す るた め に , 塑の 如くギ ムザ 染色
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を 行 っ た . 2組月 の 標本は 4 ℃の 緩衝ア セ ト ン ホ ル マ リ ン 液 で
30秒間固定 した の ち 次 の 要領 で AgN O Rs 染 色 を 行 っ た .
AgN ORs 染色液は , Ho w ell らに よ り捷唱 され た 1段階法2) に
従 っ て調製 した . 1 %ギ酸 - 2% ゼ ラ チ ン 水溶液お よび 50 %硝
酸銀水溶液(そ れ ぞれ 脱イ オ ン 水を 用い て 調製)を作製 し, 使用
直前に 前者 1 , 後者 2の 割合 で 混ぜて染色液と した . 標 本を 室
温 で30分間染色液 に 浸 し, そ の 後脱イ オ ン 水で 洗浄 し , キ シ レ
ン で 脱水 した の ち , マ リ ノ ー ル (武藤化学, 東京) で封 入 した .
対染色ほ 行わ な か っ た . 3組 日の 標 本は - 20 ℃の 冷 ア セ ト ン で
20分間固定 した の ち , 0.1 %ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (bovin e s er u m
a･lbumin, B S A) 加0.05 M T B S(pH 7.6)(0.1% B S A-T B S)に 標本
を 5分間浸 し, 0･1 % B S A-T B S で50倍 に 希釈 した ウ サ ギ 抗 ヒ ト
ヌ ク レ オ リ ン 抗体を 一 次抗休と して , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 抗 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ (alkalin e pho sphata se-
a ntトaIkalin epho sphata s e, A P A A P)法2B)で 以下の よ うに 染色 し
た ･ 一 次抗体 を室温 で 1時間反応 させ た 後, 0.05 M T B S で 3回
洗浄 した . 次 に 0.1 % B S A-T B Sに 5分 間浸 し, さ ら に 0.1 %
B S A-T B Sで50倍 に希釈 した マ ウ ス 坑 ウ サ ギ 抗体 (ダ コ ジ ャ
バ ソ ∴京都)を30分間反応させ た 後 に , 0.05 M T B Sで 3 回洗浄
し , 0･1 % B S A- T B Sで50倍に 希釈 した ウサ ギ抗 マ ウ ス 抗体(ダ
コ ジ ャ パ ン) を の せ て30分反応 さ せ た . 同 様 に 洗 浄後 ,
0･1 % B SA-T B S で10倍 に 希釈 した A P A AP マ ウ ス 抗体複合体
と , 1時間反応 させ た . 発色 に は ナ フ ト ー ル A S- M X リソ 酸
(Sigrn aC he mic a) Co･) と フ ァ ー ス ト レ ッ ド T R塩 (Sigm a
C hemic al Co ･) を用 い た . 対染色は へ マ ト キ シ リ ソ 染 色 で 行 っ
た ･ 封入 に は グ リ セ ロ ー ル ゼ ラ チ ン (Sigm aC hemic al Co,)を使
用 した . 観察 は油浸系対物 レ ン ズ100倍を 用い て 行 っ た .
Ⅲ
･
N H Lリ ン パ節の 杭 ヌク レオ リ ン抗体による免疫組織化
学的染色 と AgNO Rs 染 色
1 . 対象患者
1985年1月か ら1992年 1月 ま で の 間 に 金沢大学 で リ ン パ 節生
検に よ り N H L と診断され , か つ 十分量の 凍結組織が保存 され
て い た20例の 未治療 N H L患者(女性例1 3, 男性 7例)か らの リ
ン パ 節巌織に つ き検討を行 っ た . 確定診断時 の 患者の 年齢は24
才か ら75才 ま で で l 中央値 は65才で あ っ た , 病理 診断は H E染
色標本に よ り ワ ー キ ン グ フ ォ ー ミ ュ レ ー シ ョ ン (W orking
For m ulatio n) の 分類2g)に 基づ い て な され た . な お , 臨床病期は
An nArbor の 分類3 0) に 従 っ た .
2 . AgN O Rs 染色 とそ の 観察方法
病 理診断に 使用 した もの と同 じ生検検体の 一 部分 を , 凍結切
片用 と して 速 や か に凍結 し , - 70 ℃で 保 存 した . 凍 結切片 ほ
5揮m の 厚さ で作製 し , 4 ℃の 緩衝 ア セ ト ン ホ ル マ リ ン 溶液 で30
秒間固定 し, 前述 の 方法 で AgN O Rs 染色を 行 っ た . H E染色 で
腫瘍細胞を確認 した の ち , AgN O Rs 染色標本 で は200個 の リ ン
パ 腫細胞に つ い て , 抽浸系対物 レ ン ズ100倍を 用 い て 順 に 観 察
した ･ AgN O Rs の 点 の 算定 に つ い て は , Cro ckerら の 脚昌した
よう に31), 核小体 の 内外 の 両 者に つ い て点の 数を算定 し , 一 つ
の 核 当た りの 平均 の AgN O Rs の 数を 計算 した .
3` . 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体を用 い た 免疫敵織化学的染色と そ の
観察方法
同 じ標本 よ り作製 した 凍結切片を - 20 ℃の 冷 ア セ ト ン で20分
間固定 し, 抗 ヌ ク レ オ リ ソ 抗体を 用い て 前 述の A P A A P法
よ り , 免疫組織学的染色 を行 っ た . 抗 ヌ ク レオ リ ソ 抗体染色標
本に つ い て は , H E染 色で腫瘍細胞 を確認 した後 , 500個 の リ ン
パ 腰細胞に つ い て 油浸系対物 レ ン ズ100倍を 用 い て , 順 に観察
した ･ 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体染色標本 では 仁 核内が赤色に 染まる
細胞全て を 陽性 と し, 500個 の 細胞に お ける 陽性率 を算定 した .
Ⅳ . 統計 学的処理
1個の 核当た りの 平均 の AgN ORs 数と ヌ ク レ オ リ ン 陽性率
を各々 の 症例 に つ い て比較 し , そ の 相関関係 を ピ ア ソ ン の 相関
係数を用い て求め た ･ また 相関係数の 有意性 に つ い ては フ ィ ッ




H L 60 細胞 の 釧ヒに ともな う ヌ ク レオ リ ン の発現の変化
および AgN O Rs の 変化
1 . H L 60細胞の 分化
D M S Oを加 え て72時間培養 した H L 60細胞は成熟顆粒球に
分化 し , こ の た め に 後骨髄球や梓状核球の 割合が増加 した . 一
九 DM S O を添加せずPこ72時間培養 した細胞 では 一 芽球様の 細
胞形態を 呈 し , 明瞭 な 核小体が 1な い し 2個認 め られ た (図
4一丸 D).
2 . ヌ ク レ オ リ ン 発現 の 変化
D M S Oに よ り分化 の 誘導 され た H L 60細胞 で ほ , ヌ ク レオ リ
ン は 図4-B に 示 す ように 棒状核球内に 小 さ な 点 と して 認め ら
F ig･4･ AgN O Rs stainlng a nd a ntトn u cle olin staining of
D M S O-tr e ated and u ntr eated H L 60ceIIs. ( A) Gie m s a
Staining, (B) antトn u cle olin staining, (C) AgN O Rs staining
Of D M S O-tr e ated c e11s(×1000m agnific atio n). (D) Gie m s a
Staining, (E) a nti-n u Cle olin staining, (F) AgN O Rs staining
Of D M S O-u ntr e ated H L 60c e11s (×1000m agnificatio n)･
The D M S O-tr e ated H L 60c ells differ entiate into m ature
gr a n ulo cytes, a nd the pr opo rtio n sof rn eta myelo cyte sa nd
ba nd fo rm n e utr ophils in cr eaLSe･ Nu cleolin e xpr essio nis
Obs e rv ed as s m a1 dots, m O Stly in n u cle u s, With a fe w
S m all dots being obse rv ed in the cytopla s m. AgN O Rs is
Obs er v ed as s rn all br ow nish dots in the n u cle u s. D M SO-
u ntr e ated H L 60c ells show a blast-1ike fe atur e. Co arse
Stain lng in their n u clei a nd so metim e s ho m oge n e o us
Staining in their cytoplas m swith a ntトn u cle olin a ntibody
ar e obse rv ed. T he AgN O Rs of the u ntre at畠d H L 60c els
ar e obse rv ed a s se ver al s m a11 br o w nish dots in large
n u cle olu s.
ヌ ク レ オ リ ソ 発現と AgNORs の 関連性
れ, ほ とん どが核内に 認め られ た ･ D M S O を添加せずに 培養 し
た H L60細胞 で は , 72時間後も大型 で 円形の 核 を有 し , ヌ ク レ
オリ ン は核小体 に 一 致 して 粗い 塊状の 点と して 認め られ た (図
4-E). さ らに 核小体に
一 致 しな い 小さ な点も認め られた . 蛋白
電気泳動 で は ▲ 最下部 に 最も多い 核蛋白である H lヒ ス ト ソ の
バ ソ ドが濃く認め られ た (図5-A). ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で は 1
D MS Oを加え な い で72時間培養 した H L60細胞 で は , ヌ ク レ オ
リ ソ が 検出され た が , 一 方 D M S Oを加えて 72時間培養 した も
ので ほ検出され な か っ た (図5-B).
3 . AgN O Rs の 変化
分化 した H L 60細胞 で は , AgN O Rs は核 内の 小 さな茶褐色の
点と して 認め られ た .
一 方 , D M S O を加えず に 培養 した 細胞で
はI AgN ORs ほ大きな 核小体内に , 多数 の 小 さな 点と して 観察
され た (囲4-C, F).
Ⅱ . N H L患者 リ ンパ 節細胞の分析
1. ヌ ク レ オ リ ン の 発現
図6に 示す よう に , ヌ ク レ オ リ ン の 発現 は核 と細胞質の 両者
に認め られ た . ヌ ク レ オ リ ソ 陽性細胞 の 百 分率 の 平均値 とそ の
標準偏差は 27.7 土22.5 % であ っ た (表1). 症例数が 少な い た め
に , 各組織型間の ヌ ク.レ オ リ ソ 陽性率の 差に つ い て は統計学的
M W
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Fig15･ Nu cle olin e xpr es sio n of D M S O-tr e ated a nd u ntr e ated
H L60c ells. (A)Nu cle arpr otein of H L 60c ells ele ctr ophor-
esed o n 7.5 % polyacryla mide gel and stain ed with
Co om a ssie brillia nt blu e R 250. H l histo n e ba nd is
Obs er v ed at the botto m. (B) W e ster nblot an alysis for
detecting n u cle olin e xpre ssio nin D M S O巾 e ated (lan e a)
a nd u ntr e ated (1a n eb) H L 60c ells. T he arr o w sho w s
n u cle olin ba nd. T he n u cle olin ba nd isinvisible o nla n e a.
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比較ほ で きなか っ た が , び まん性大細胞型 の N H L で陽性率が
高 く , び ま ん性小型くびれ 細胞型 の N H Lで 陽性率 が低い 傾向
に あ っ た .
2 . AgN O Rs
AgN O Rs は茶褐色の 点と して 明瞭 に 認 め られ た . 多くは 小
さ な点を核小体内に 認め , 時に 核小体そ の も の に 相当する大き
さ の 点あ るい は塊と して 認め られた ∴20例全例の 一 個 の 核当た
Fig.6. Im mu n ohisto che mic al dete ctio n of n u cle olin(A)a nd
AgNO Rs staining(B)in the N H Lpatie ntNo.11. AgN O Rs
are obs erv ed cle arly as br o w nish dots. M any s m all dots
arefo u nd within the n u cle oli, a nd s o m etim eslarge dots
c orre spo nding to a n e ntir e n u cle olus ar e obs erved.
Nu cle olin e xpre ssio nis observed both in t he n ucle us a nd



















































The m ea n n umbe r of AgNORs per n ucle us
Fig. 7. A sc atter ed plot of the per c e ntage of nucle olin-
po sitiv e c ellv e rs u sthe m e an n u mber of AgN O Rs per
n u cle u sin 20c a s es of N H L. A lin e ar c orr elatio nbetw e e n
these tw ofa ctor sis s e en.
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り の 平均 AgN O Rs 数の 平均値と そ の 標準偏差は 2.83士0.77 で
あ っ た (表1). AgN O Rs 数の 大小の 傾向に つ い て は , ヌ ク レ オ
リ ソ と同様で ある が , 20例 の 組織型で は ワ ー キ ン グ フ 計 - ミ ュ
レ ー シ ョ ン 分類の 中悪性度群が多か っ た た め顕著 な差 は認め な
か っ た .
3 . ヌ ク レオ リ ン 陽性率と AgN O Rs の 数の 比較検討
AgN O Rs の 数の 平均値と ヌ ク レオ リ ン 陽性率 に は 直線 の 正
の 相関関係を認め た が , 統計学的有意性は なか っ た (図7). さ
らに , AgN O Rs の 数の 平均値と ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率の 各 々
の 平均値 (AgN O Rs.2.83; ヌ ク レ オ リ ン , 27.7 %)で 各 グル ー フ
Tablel. Patie ntchar a Cteristics
を 分けて 検討 した (表2). 第1 の グ ル ー プ は AgN ORs の 数の
平均値が平均値よ り低値 でか つ ヌ ク レ オ リ ン 陽性率も平均値よ
り低 い 群(6例)で , 死 亡 例が 1例あり , そ の 組織型 は びまん性
大細胞型であ っ た ･ 第2 の グ ル ー プは AgN O Rs の 数 の 平均値
が平均値よ り高値 で ヌ ク レ オ リ ン 陽性率 が平均値 よ り低い 群
(7例) で無病生存例 が 2 例 で あ っ た . 第 3 の グ ル ー プは
AgN O Rs の 数 の 平均値が平均値 よ り低値 で ヌ ク レ オ リ ン 陽性
率が平均値 よ り 高値 の 群(4例)で , 無病生存例 が 2例 , 死 亡例
が 2例で あ っ た ■ 第 4 の グ ル ー プは AgN O Rs の 数 の 平均値も
ヌ ク レ オ リ ン 陽性率もとも に 平均値よ り高値 の 群(3例)で , 全
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ヌ ク レオ リ ン 発現と AgN O Rs の 関連性
例が無病生存例で あ っ た ■
考 察
AgN O Rs 蛋白は , 活 動性 の リ ボ ソ
ー ム R N A遺伝子に 関与 し
てお り , そ の 局在と量 は細胞回転と深 く関係 して い る
14)32)
･ した
が っ て , AgN O Rs 蛋白の 状態 を把握す る こ と は , 細胞の 生物学
的活性を推定する 上 で きわ め て 有用 で あ る ･ AgN O Rs の 主 な
構成蛋白と して は ト 蛋 白電気泳動ゲ ル の AgN O Rs 染色で 検出
されたバ ン ドの 分子量 よ り , ヌ ク レ オ リ ン (C 23 蛋 乱 分子量
1 肌000)と ヌ マ トリ ン (B 23蛋 乱 分子量 汎 000) が考え られ て
い る3). こ れ ま で N H L を は じめ, 乳癌
33-
, 神経芽細胞腫34), 急性
リソ パ 性 白血 病
35)
, 多発 性骨髄腫36)な ど の 様 々 な 悪性腫瘍 で
AgNO Rs の 検討が な され て お り, 正常細胞 と腫瘍細胞 と を 比
較する と , 腫瘍細胞 に お い て 明 らか に AgN ORs の 数が 増加 し,
核に 占め る面積も大きい こ と が報告 され て い る ･ ま た , Ki67な
どの 増殖期に ある細胞の マ ー カ ー の 陽性率と も良く相関す る こ
とが報告 され て い る
33)
.
こ の ように , AgN O Rs に 関する臨床的
研究は数多くな されて い るが , そ の 重要な 構成要素である ヌ ク
レ オ リ ン に 関す る臨床的検討ほ未 だな され て い な い . そ こ で ,
本研究で は AgN O Rs と ヌ ク レ オ リ ソ と の 関係を H L60細胞を
用い て 基礎的に 検討す る と ともに , 臨床的 に は N H L リン パ 節
細胞を 用 い て 検討 した .
ヌ ク レ オ リ ン の 発現量 を半定量的に 知 る た 捌 こ先ずウ サ ギ抗
ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を作製 した . 基礎的な検
討の 結果, 本研究で 作製 した 抗体が間違 い な く抗 ヌ ク レ オ リ ン
抗体である こ とが 確か め られ た . そ こ で ▲ AgN O Rs と ヌ ク レ
オリ ン が 相関す るか 否か を検討す るた め に H L 60細胞の 分化誘
導時の 両 者の 変化を観察 した . そ の 結果 , 分化 した H L 60細胞
の ヌ ク レ オ リ ソ の 発現が 減少す る こ と が 明 らか と な り , こ の 成
練は H L 60細胞を D M S O添加培養す る こ と に よ り AgN O Rs
の大きさや 数が減少 した と する Re eve s ら
37}の 成績を 裏付け る
もの と い え る. また こ れ らの 成 熟 ま, H L 60細胞の 分化成熟 に
ともな っ て リ ボ ソ ー ム R N A遺伝子 の 活動性が低下す る こ とを
示唆して い る . ヌ ク レ オ リ ン は 分裂朋 の Cdc2 キナ ー ゼ の 基質
で あり, 増殖期に ある細胞よ り分離され た場合 に は リ ン 酸化の
程度は高い と考え られ て い る
38)
. cdc2 キナ ー ゼ ほ , 細胞が G2
期か らM期 に 移行する際に 必 須な 酵素で , 細胞回 転を制御 して
い る重要な酵素の 一 つ で ある . ヌ ク レ オ リ ソ 以 外 の cdc2 キ
ナ ー ゼ の 基質と して ほ R B蛋白39), P534 0), テ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ
(c-Sr C41り 等が 知 られ て お り , い ずれ も 発が ん と の 係わ りで よ く
検討され て い る . Ro u ss el ら7)は , カ ゼ イ ン キナ ー ゼ Ⅲ に よ りリ
ン 酸化 され た ヌ ク レ オ リ ン と ょ カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ Ⅲ と cdc2 キ
ナ ー ゼ の 両 者に よ り リ ン 酸化され た ヌ ク レ オ リ ン , お よび 脱リ
ン 酸化され た ヌ ク レ オ リ ン の 間に は AgN O Rs の 染色 パ タ ー ン
むこ違い がなく , AgN O Rs の 染色性ほ ヌ ク レ オ リ ソ 分 子 の ア ミ
ノ末端の 繰 り返 し配列部分に あり , こ の 部分が 自己 分解活性に
より分解 される と染色性が なく な る と報告 した . さ ら に Fa ng
ら
42- は ヌ ク レ オ リ ソ の 最初 の 分解ほ ア ミ ノ 末端 の 繰 り返 し配列
の 部分で起こ る こ と を示 唆 した . 本研究 で ウ サ ギ 抗 ヒ ト ヌ ク レ
オリ ン ボ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 作製する の に 使用 した 蛋白は , ヌ
ク レ オリ ン の カ ル ポ キ シ ル 末端部分の 分子量24,000の ペ プ チ ド
である. した が っ て , 本抗体は 分解さ れ た ヌ ク レ オ リ ソ を認識
できない AgN ORs 染 色と は異な り, ア ミ ノ 末端 の分解 した ヌ
ク レ オ リ ソ と未分解の ヌ ク レ オ リ ソ の 両者を認識す る こ と が で
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き , 本抗体 を用い る こ とに よ りよ り正 確 に 細胞の 活動性を知り
え る可 能性が 示 唆され る.
AgN O Rs と ヌ ク レオ リ ン と の 関連性を臨床例 で 検討す る た
め に , N H Lの リ ン パ 節細胞 に お け る 一 個 の 核 当 た り の
AgN O Rs の 数と ヌ ク レ オ リ ソ 陽性細胞 の 百 分率 と を 比較 し
た . そ の 結 果, 両者間に は 正 の 相関が み られ た が , 統計学的に
有意 で は な か っ た . これ は , ヌ ク レ オ リ ソ が きわ め て 不 安定な
蛋白であ り, 免疫組織染色標本を作製する過程 で プ ロ テ ア ー ゼ
の 影響 に よ り変性 したか , ある い は ア ミ ノ 末端の 分解 を受けた
ヌ ク レオ リ ン で は , 抗ヌ ク レオ リ ン 染色 の 陽性率 が高 い が ,
AgN O Rs の 数は低値と な るた め で ほ な い か と推定 され る.
本研究 で 得 られ た AgN O Rs と ヌ ク レ オ リ ン の 関係よ り , ヌ
ク レ オ リ ン は N H Lの 増殖活性を良く反映す る こ とが 明らか と
な っ た . ま た , N H Lに お い て は AgN O Rs と ヌ ク レ オ リ ソ の 染
色性 に よ り, リ ン パ 腫細胞の 増殖活性 の 型を次 の 4 つ に 分け る
こ と が で きる と考 え られ る . 第1型 は , ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率
が低く , AgN O Rs の 数 も少な い もの で , こ の 型は ヌ ク レ オ リ ン
そ の もの が 少なく紳胞の 増殖活性ほ 低い と考え られ る . 第 2型
は , ヌ ク レ オ リ ン の 陽性率は低い が , AgN O Rs の 数 ほ多 い もの
で , 分解 され る前の 段階 の ヌ ク レ オ リ ン の 量が 多い と考 え ら
れ , 増殖準備状態と推定 され る . 第 3型は , ヌ ク レ オ リ ン の 陽
性率が高く , AgN O Rs の 数 の 少な い もの で , 分解 され た ヌ ク レ
オ リ ン が多く存在する状態で , 少 し前 に 増殖 が盛ん で あ っ た こ
とを 示 すと考 え られ る . 第 4型は , ヌ ク レ オ リ ン の 陽性率は高
く , AgN O Rs の 数も多い もの で , 連続 して増殖が盛ん な 状態 に
あると 推定 され る . 本研究 で検討 した N H Lの 症例で ほ , 第1
型 と第 4型, すな わ ち最も増殖活性が低い と 考え られ るグ ル ー
プ と最も増殖活性が高い と 考 え ら れ る塑 で 死 亡 例が 少 な か っ
た . こ の こ と は , 増殖活性の 低い N H L は 予後が 良好で あ り ,
さ らに , 増殖活性 が高い N H Lも予後 が良好で あり得 る こ と を
示 唆 して い る . これ は l 現在の N H Lに 対する化学療法が 主 と
して 増殖期 に ある腫瘍細胞に 取 り込 ま れ易 い 薬剤の 艇み 合わせ
に よ り行われ て お り, 増殖活性の 高い N H Lで は強 い 効果を発
揮す る こ と に よ るもの と考え られ る . こ の よ うに AgN ORs 数
と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胞率を組み合わ せ る こと で 予後 の 推定が
可 能 とな る と考 え られ る .
以 上の よ う に , AgN O Rs の み な らず, ヌ ク レ オ リ ン を観察す
る こ とに よ っ て よ り 一 層詳細に 細胞 の 増殖動態 を推測す る こ と
が 可能 で ある . また , 腫瘍細胞の 増殖能の 把握 は直接治療法の
選択 に 結び 付くも の で あり , AgN O Rs お よ び ヌ ク レ オ リ ン の
解析 は臨床上も有用 な も の と考え られ る .
結 論
複数の 蛋白の 変化 を表わす AgN O Rs 染色法を単 一 の 蛋白 の
変化と して 把握するた め に , AgN O Rs の 最も豊富 な構成成分
である ヌ ク レ オ リ ソ に つ い て , ウ サ ギ抗 ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ
ク ロ ー ナ ル 抗体を作製 して 検討 した . 作製 した 抗 ヌ ク レ オリ ソ
抗体に よ る染色が , ヌ ク レ オ リ ン 発現の 変化 を表わ して い る こ
とを 確認するた め に , ヒ ト白血 病細胞株 H L 60細胞 を D M S O
で 分化誇導 し, 発現の 変化を観察 した . 同時に AgN O Rs 染色
を 行 い , 数的変化を観察 し , 両者 の 関係を 検討 した . さら に 臨
床検体に お ける検討を行うた め に , 未治療の NH L患考リ ン パ
節細胞 に お ける , ヌ ク レ オ リ ン の 発現 と AgN O Rs の 数の 関係
を比較 し, 以下 の 結果を得た .
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1 ･ D M S O添加培養に よ り , 分化を 誘導 した H L 60細胞 で は
増殖能 ほ低下 し, ヌ ク レ オ リ ソ の 発現量は 減少 し , ま た ,
AgN O Rs の 数も大き さも減少 し, 小型に な っ た .
2 ･ N H L患者 リ ン パ 節細胞 の ヌ ク レ オ リ ン 陽性率は様 々 で t
陽性率 ほ 2.4 % - 79.4% で 平均値と そ の 標準偏差 は 27.7 %士22.-
5 とば ら つ きが あ っ た .
3 . N H L患 者 リ ン パ 節 細胞 の 一 個 の 核 当 た り の 平 均
AgN O Rs 数の2 0例全例の 平均値 と そ の 標 準偏差 ほ 2.83 土0.77
で 1.64か ら 4.40 まで の 値で あ っ た .
4 . N HL 患者 リ ン パ 節細胞に お い て ヌ ク レオ リ ン 陽 性率 と
AgN O Rs の 数 ほ正 の 相関関係が認め られ た .
5 ･ AgN O Rs の 数 と ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率に よ り , 増 殖活性
が低 い 型 , 増殖準備状態の 型, 盛 ん な増殖があ っ た後 の 状態 の
型 , 連続 して 増殖が 盛ん な 型の 4 つ に 分類で きた .
6 ･ 連続 して 増殖 の 盛ん な型 と増殖活性の 低い 型 で 治療後 の
無病生存例が多く , 予後が 良好であ っ た .
7 ･ 以上 の 結果か ら , AgN O Rs と 同時に ヌ ク レ オ リ ン の 発現
を観察す る こ とは 】 細胞の 増殖能を解析する 上 で きわ め て有用
と考 えられ た .
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Itis w ell kn o w nthatthe size a ndthe nu mbers of argyr ophilc n ucle olar orga nizer regio ns(AgNORs)reflect a
tran scriptio nal activity ofrD N Aa ndcellprolifer ation a ctivity･ Nu cle olin, a M W lOO,000phosphoprotein,is am ost
abu nda nt n ucle olar protein in e xpone n tially growl ng Cells a nd a m ain n u cle olarpr otein ofnu cleolar organiz er reglOn-
a ss o ciated proteins･ Sinc eAgNORs-a S S O Ciated pr oteins c o nsist ofse veraldifftre ntproteins, the size and the nu mber of
AgNO Rs are a飴 ctedby thoseproteins･ In theprese ntstudy,in order to a nalyze the cel proliftration activityprecisely, the
relationship betw e enthe changein nu mber and size ofAgN O Rs and the e xpression ofn ucle olinw as observ ed･ First, a
rabbitpolyclon al anti-hu m a n n u cle olin a ntibody w asproduc ed usingthe Esche richia coli-e XPreSS ed M W 2 4,000peptide of
the c arbo xyl-teminaldo m ain ofnucle olin asthe antlgen･ To kn o wthe changein e xpressio n ofn ucle olinacc ordingto cell
differe ntiaio n, HL 60cells w eretreated with dim ethylsulfo xide(D MS O) and observed by W este m blot a nalysis and
im m u nohistochemicalstaining･ Fu rtherm ore, fo r clinicalstudy, AgNORs andnu cleolin expression ofthelymphn ode cells
Obtain ed from patients withn on - Hodgkin
'
slympho m a(N H L)w ere an alyzed. D MSO-tre ated H L60 cellsdi蝕 rentiated into
m aturegr an u10CyteS･ T be nu cleolinexpression w as observedby W este mblot analysisin the D MS O-u ntre ated ⅡL60cells,
but notin the tre at ed ones. Inim m u n ohistochemic alstalnng, the n ucle olin expressio nof the D MS O- untr e ated H L60cells
W aS Observ ed aslarge dotsin the n ucleus, bu t, C On VerS ely, aS S mal lone sin the n ucleus ofthetreatedcells･ h thelymph
n ode sectio ns ob tain ed負･o m20patients wi th N H L, aline arrelationshipbetw eenthe m e anu mbers ofAgNORs pern uCleus
and theperc entages ofnu cle olin-POSitiv e cells w as observed(r= 0.40, p=0.07)･ D ividingint ofourgr oupsby the m e an value s
(AgN O Rs, 2･83; nuCle olin, 2 7･7 %)of thq m e an n u mbers ofAgN O Rs and the perC entageS Of n ucle olin -pO Sitiv e cells, the
gro uphavinghigherv aluesinboth, thoseconsideredtohav ehighproliftratio n activity, andthegro up havinglow er o n e sin
both, C OnSidered tohavelo wpr oliftratio n activity, Show the betterprogn osi than the othertw o groups. Bas ed on these
findings,itis c o ncluded that the n ucle olin e xpressionis reduc ed by c ellular differe ntiatio n, and, Clinic ally, n O tOnly
AgN O Rsbut also nu cle olin arethereliable m arkersfbrpresu m lngthepr oliftraionpotentialof N H Lc ells.
